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Based on the analysis of research and development trends of the current targeting 
nano-drug preparation at home and abroad, a folate-conjugated chitosan nanoparticles 
wrapped hydroxycamptothecin agents (FA-NPs) by chitosan as a carrier, 
hydroxycamptothecin as a raw material medicine and using the method of composite 
emulsion solvent evaporation - interface for cross-linking are presented in this thesis. The 
study by characteristic, in vitro the release determine, anti-tumor activity and in vivo 
distribution of FA-NPs shows: Average particle sizes of FA-NPs by optimization 
preparation was 250 nm, encapsulation efficiency and drug loading of 81.2 % and 2.524 
%. Cumulative drug release time in vitro of FA-NPs were superior to existing agents, but 
both the distribution in normal tissue and side effects in all body of FA-NPs are weaker 
than that of Hydroxycamptothecin agents. Solutions presented in this thesis can be 
summarized as follows： 
1. A new nanoparticles of folate-conjugated chitosan wrapped hydroxycamptothecin  
were prepared by choice chitosan as a drug carrier, folic acid as a targeting ligand, 
hydroxycamptothecin for drug model using the techniques of emulsion 
polymerization method-Interfacial polymerization. 
2. FA-NPs formation and drug-loading rate were impacted by stirring speed, mixing 
time, preparation temperature and cast rate of drugs and vector. 
3. Analysis of IR and XRD had shown that between FA and CS can coupled. HCPT has 
been wrapped in carrier. 
4. In vitro release behavior of FA-NPs show that phenomenon of the first burst release 
and then sustained release, the release behavior has something to do with the medium 
pH value, particle size. 
5. The result of MTT showed that FA-NPs had better anti-tumor effect than HCPT 
preparation. Laser scanning confocal microscope (LSCM) showed that FA-NPs had 
a high degree of attachment and effects of identifing to Hela cells. 
6. The experiments result by tail vein injection of nude mice showed that FA-NPs 
suppressed tumor growth was significantly higher than that of HCPT agents 
(P<0.001). 
7. Drug release time in vivo of FA-NPs by tail vein injection of small mice can be 















blood was significantly reduced. 
The results in above study will provide that a data of experimental and reference frame 
for FA-NPs preparation can final be used in clinical and similar agents preparation.  
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缩 略 词 表 
(Abbreviations) 
 
Abbreviation                   English                        中文名称 
FA：             Folic acid                                       叶酸 
FR：             Folate acid receptor                               叶酸受体 
FA-NPs：          A nanoparticles of folate-conjugated                  叶酸偶联壳聚糖载羟 
Chitosan wrapped hydroxycamptothecin               基喜树碱纳米制剂 
NPs：             A nanoparticles of chitosan wrapped                  壳聚糖载羟基喜树碱 
Hydroxycamptothecin                             纳米制剂  
HCPT：           Hydroxycamptothecin                             羟基喜树碱 
CS：              Chitosa                                         壳聚糖 
HPLC：           High performance liquid chromatograph               高效液相色谱仪 
XRD：            X-ray Diffraction                                  X射线衍射光谱仪  
IR：              Infrared spectrometer                               红外光谱仪 
AFM：            Atomic force microscope                           原子力显微镜 
TEM：            Transmission Electron Microscope                    高分辨透射电镜 
1530LEO：        Scanning electron microscope                        1530扫描电镜 
SGF：            Simulated gastric fluid                              人工胃液 
SIF：             Simulated intestinal fluid                            人工肠液 
PBS：            Phosphate buffer                                   磷酸盐缓冲液 
EDTA：           Ethylene diamine tetra acetic acid disodium salt         乙二胺四乙酸二钠 
DMSO：          Dimethylsulfoxide                                  二甲亚砜 
FITC：            Fluorescein isothiocyanate                          异硫氰酸荧光素 
MTT：            Streptomyces capillispiralis                          MTT 噻唑兰 
FCS：             Fetal bovine serum;                                胎牛血清 
OD 值：           Optical density                                    光密度 
IC50：                    Half-inhibition rate                                                半抑制率 









































































    本课题拟从不同角度研究制备条件对纳米结构的影响，对制备条件进行优化筛
选，考察纳米药物制剂在体外的释放性能和体内外的抗肿瘤活性，综合评价FA-NPs













































































   
 
1 材料与仪器 
羟基喜树碱（HCPT）                                武汉李时珍药业有限公司 
叶酸(FA)                                                       Sigma 公司 
壳聚糖（CS,脱乙酰度>90%）                       山东奥康生物科技有限公司 
1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺( EDC)      上海延长生化科技发展有限公司 
戊二醛                                                上海化学试剂研究所 
乙二胺四乙酸二钠 (EDTA)                          汕头市西陇化工有限公司 
二甲亚砜(DMSO)                                               Sigma 公司 
RW 20 D2M.n 型电动搅拌器                                   广州 IKA 公司 
HJ-3 型数频恒温磁力搅拌器                           常州国华电子有限公司 
LEO1530扫描电镜                                           德国LEO公司 
UV2550紫外分光光度计                                   SHIMADZU 日本 
Waters 2695 高效液相色谱仪                                 美国沃特斯公司 
SP2000型傅里叶红外光谱仪                            英国Perkin-Elmer公司 
台式高速离心机                                        德国SORVALL公司 



















Zetasizer3000HS 激光粒度分析仪                             英国马尔文公司 
PB-10 台式酸度计                                上海福玛实验设备有限公司 
SK8210HP 超声波清洗器                          上海科导超声仪器有限公司 
SB-2000 CYELA 水浴锅                               上海爱郎仪器有限公司 
QYC-200 全温度恒温摇床                                         国华企业 
JXA-8100 电子探针 X 射线显微分析仪(AFM)                 日本电子株式会社 
X'pert PRO X 射线衍射仪(XRD)                              荷兰帕纳科公司 





见图 1-1。即先按 1：5 比例精确称取叶酸和 1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺共
溶于适量二甲亚砜溶液中，在 40 ℃和 200 rpm 条件下震荡反应 12 h，使叶酸的羧基
与 1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺的氨基充分反应，得到的样品室温下留存备
用。第一步，精确称取 25 mg 羟基喜树碱溶于二甲亚砜溶液中，加入甲醇使体系成
10 mL，开动电动搅拌器并计时，在 40 ℃和 800 rpm 转速下，缓慢滴入 50 mL 1 %
乙酸溶液（含 1 g 壳聚糖和 5 mL 过饱和乙二胺四乙酸二钠溶液）中，15 min 时加
入 0.25 mL 40 %甲醛溶液，滴完后继续搅拌 45 min，透析 12 h，滤出未包裹的小分




的复合体。8 h 时加入超纯水进行稀释至 100 mL，倾入透析袋中，浸入盛有 500 mL



























































Stirring 45-1h30min  




































图 1-1 叶酸偶联壳聚糖载羟基喜树碱纳米制剂制备流程示意图。 
Fig 1-1 FA-NPs preparation process sketch map. 
 
2.2 叶酸标准曲线建立[5] 
精确称取叶酸标准品 10 mg，加入 1 mL 二甲亚砜溶解后，移至 25 mL 量瓶中，
用甲醇定容，得标准储备液，分别精确移取 0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5 mL 标准
储备液于 10 mL 量瓶中并用甲醇定容。首先用紫外分光光度计对叶酸的甲醇溶液进
行全波段扫描，确定溶液的 大吸收峰对应的波长为 267 nm，然后在该波长下用高
效液相色谱仪检测，色谱条件为：色谱柱 Symmetry C18 (3.9 mm×150 mm，5 um)；
流动相：甲醇-水(75: 25)、柱温 35 ℃、流速 1.0 ml/min、进样量为 20 μl；色谱行为：













精确称取羟基喜树碱标准品 2 mg，加入 1 mL 二甲亚砜溶解，用甲醇定容至 100 
mL 量瓶中得标准储备液，精确移取 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0 mL 标准液，
用含 30 %甲醇的 pH 7.4 PBS 稀释至 10 mL 进行检测。首先使用紫外分光光度计对
羟基喜树碱的甲醇溶液进行全波段扫描，确定溶液的 大吸收峰对应的波长为383.4 
nm，然后在该波长下用高效液相色谱仪检测，色谱条件：色谱柱 Symmetry C18 
(3.9mm×150 mm，5 um)；流动相：甲醇-水(50∶50)、柱温 25 ℃、流速 1.0 ml.min-1、
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